A miR-193b két egynukleotidos polimorfizmusának meghatározása ováriumtumoros betegek mintáiban by Soltész, Beáta et al.
228
rovatcím MAGYAR NőoRvosok lApjA • 2017; 80: 228–x
Levelezési cím:
Dr. Nagy Bálint, 4032 Debrecen, Egyetem tér 1.
E-mail: nagy.balint@med.unideb.hu
A miR-193b két egynukleotidos  
polimorfizmusának  
meghatározása ováriumtumoros betegek 
mintáiban
Soltész Beáta1, Lukács János dr.2, Keserű Judit dr.1,  
Szentesiné Szirák Krisztina dr.1, Penyige András dr.1,  
Póka Róbert dr.2, Nagy Bálint dr.1
Debreceni Egyetem, ÁOK, 1Humángenetikai Tanszék,  
2Szülészeti és Nőgyógyászati Intézet, Debrecen
Bevezetés: A mikroRNS molekulák rövid, nem kódoló szekvenciák, amelyek a transzkripciót követően szabályozzák a 
génexpressziót. Fontos szerepük van a tumorok kialakulásában, progressziójában és a kezelés kimenetelét is befolyásol-
hatják. Az egynukleotidos polimorfizmus (SNP) a leggyakoribb formája a genetikai sokféleségnek. Ez miRNS esetében 
génexpresszióban is észlelhető eltéréseket eredményezhet. A miR-193b-t összefüggésbe hozták különböző tumorok kiala-
kulásával és a kezelések eredményességével.
Cél: A miR-196b rs30236 és az rs1649942 polimorfizmus meghatározása egészséges és petefészekrákos nők csoportjában.
Anyagok és módszerek: A vizsgálatokba 76 fő petefészekrákos és 76 fő egészséges személyt vontunk be, tőlük vért vet-
tünk le etilén-diamin-tetraecetsavat (EDTA) tartalmazó csövekbe. A DNS-t szilika adszorpciós módszerrel izoláltuk ki, majd 
a miR-193b (rs30236 és rs1649942) SNP-ire kifejlesztett LightSnip kit segítségével meghatároztuk a PCR során keletkezett 
termékek olvadási pontjait LightCycler 96 készülék segítségével. Megállapítottuk az allél és a genotípus előfordulási gya-
koriságokat, az adatok statisztikai kiértékeléséhez χ2-négyzet tesztet alkalmaztunk.
Eredmények: Az olvadási görbeanalízis során a miR-193b rs30236 esetében a betegek csoportjában a T-allél 28,29%-ban, 
a kontrollcsoportban 37,50%-ban fordult elő. A genotípusoknál a kontrollcsoportban a CC 36,84%, a CT 50,00%, a TT 
13,16%-ban fordultak elő, míg betegeknél 50,00%; 43,42% és 6,58%-ban. Az rs1649942 esetében a betegek csoportjában 
a C-allél 30,26%-ban, a kontrollcsoportban 22,00%-ban fordult elő. A genotípusok a kontrollcsoportban a CC 6,58%, a CT 
30,26%, a TT 63,16%-ban mutatkoztak, míg a betegeknél 14,47%; 31,58% és 53,95%-ban. Nem mutatkozott statisztikailag 
lényeges különbség a két csoport között egyik SNP és a haplotípusok előfordulási gyakorisága között sem.
Következtetések: A miR-193b számos gén kifejeződésére van hatással, felülexpresszált állapotához hozzájárul a rs1649942 
polimorfizmus, amely a platinarezisztencia kialakulásában szerepet játszó gének egyik fontos szabályozója. A petefészekrák 
kialakulásában betöltött szerepének meghatározása, valamint biomarkerként való bevezetése még további összetett vizs-
gálatokat igényel.
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Determination of two single nucleotide polymorphisms on miR-193b in samples of ovarian cancer patients
Objective: MicroRNA molecules are short non-coding sequences which play a role in the regulation of gene expression. 
They have pivotal role in the development of tumors and in their progression. Potentially, they could be used to monitor 
efficacy of certain treatment modalities. Single nucleotide polymorphism (SNP) is the most common form of genetic 
variability. It could be observed in miRNAs and could results in differences in gene expression. Polymorphism of miR-193b 
was shown to be related to several types of tumors.




A mikroRNS-ek a rövid nem kódoló RNS-molekulák közé 
tartoznak, amelyek fehérjét nem kódolnak, de fontos szere-
pet játszanak a génexpresszió szabályozásában [1]. A 
miRNS-193b-t több tumor kialakulásával hozták összefüg-
gésbe, egyes esetekben tumorszuppresszorként, más esetek-
ben onkogénként működik. Rauhala és munkatársai prosz-
tatarákban vizsgálták a szerepét és bizonyították, hogy a 
miR-193b alacsony expresszióját ebben a tumorban a gén 
promoter szakaszának metilációs epigenetikai módosítása 
eredményezi [2]. Bőr, vastagbél és fej-nyakrák esetében is 
kimutatták a szabályozó funkcióját [3]. Yong és munkatársai 
írták le először a miR-193a-3p eltérő expresszióját colo-
rectalis daganatokban 2013-ban, de a szabályozás pontos 
mechanizmusát még nem tárták fel, további vizsgálatokat 
terveznek [4]. Legutóbbi vizsgálatok során kissejtes tüdő-
rákban tanulmányozták, és a túléléssel találtak összefüggést, 
ahol a terápiában a petefészekrákhoz hasonlóan a platinake-
zelés a leggyakrabban alkalmazott módszer [5].
A petefészekrák a 8. leggyakrabban előforduló tumor a 
nők között az iparilag fejlett országokban a 2014-es adatok 
alapján. A leggyakoribb formája az epitheliális típus, ez az 
esetek közel 95%-át teszi ki. A korai diagnózist nehezíti, 
hogy a tünetek nem elég specifikusak. Annak ellenére, 
hogy az operatív beavatkozások és a kemoterápia jelentő-
sen fejlődtek az elmúlt években, a betegség prognózisa ösz-
szességében még mindig rossz és az 5 éves túlélés 50% alatt 
van [6].
Nagy szükség lenne olyan biomarkerekre, amelyek korai 
stádiumban jeleznék az petefészekrák kialakulását, illetve 
kiújulását. Ezek lehetővé tennék a hagyományos eljárások-
nál jóval korábbi kimutatást, valamint alkalmasak lennének 
a kezelések monitorizálására, esetleg annak a meghatározá-
sára, hogy egyes betegeknél melyik terápia vezetne a legjobb 
kezelési eredményre. Erre alkalmasnak tűnnek a miRNS-
molekulák. Az irodalmi adatok a miRNS polimorfizmusok 
szerepét összefüggésbe hozták a petefészekrák kialakulásá-
val. Az adatok főleg a kínai kutatócsoportoktól erednek, 
kaukázusi populációból kevés adat áll rendelkezésre [7]. A 
miRNS-molekulák laboratóriumi szempontból ideálisak, jól 
bírják a hűtést, felolvasztást, a pH változását és nem bomla-
nak le könnyen.
Célkitűzésünk volt, hogy a betegektől és a kontroll egész-
ségesektől levett EDTA-s vérmintákból izolált DNS-ből va-
lósidejű PCR-t követően olvadási görbeanalízist végezzünk 
és meghatározzuk az egyes allél és genotípus előfordulási 
gyakoriságokat és ezekkel, valamint a petefészekrák megje-




A vizsgálatba bevont személyeket két csoportba soroltuk, 
egészséges kontroll (n=76; átlagos életkor 60,22 év) és 
ováriumtumorban szenvedők (n=76; átlagos életkor 58,84 
év). A betegek FIGO-besorolása 49 esetben készült el, a töb-
bieknél még folyamatban van. A besorolás megoszlása a kö-
vetkező volt: Ia 8 fő, Ic 10 fő, IIb 1 fő, IIc 1 fő, IIIb 4 fő, IIIc 
20 fő, IV 4 fő. A tumoros esetek sporadikus megjelenésűek 
voltak. A BRCA1- és BRCA2-gének mutációjának meghatá-
rozásai nem történtek meg. Az ETT TUKEB engedélyezte a 
tanulmányt, a vizsgálatok lényegéről tájékoztattuk az érin-
tetteket, akik belegyező nyilatkozatot írtak alá.
SNP-meghatározás
A vizsgálati személyektől 9 ml EDTA-s vér levétele után 200 
mikroliter vérből DNS-izolálás történt szilika adszorpciós 
módszerrel, a gyártó utasításai szerint (High Pure PCR 
Template Preparation kit, Roche, Mannheim, Németország) 
[8]. A kvantitatív valósidejű PCR során egy mikroliter DNS-
t, egy mikroliter LightSnip keveréket, 3,0 mM MgCl2-t és 
egy mikroliter LightCycler FastStart DNA Master 
Hybridization Probes keveréket (Roche, Penzdorf, 
Materials and methods: 76 ovarian cancer patients and 76 matched controls were included in the study. Blood samples 
were drown into EDTA tubes and DNA was isolated by silica adsorption method. Mir-193b rs30236 and rs1649942 were 
determined by using LightSnip kit and we used melting curve analysis for allele classification. Chi-square test was used for 
statistical evaluation of the data.
Results: Based on melting curve analysis of miR-193b rs30236 we found 37.50% T allele frequency in the patients’ group 
and 28.29% in the control group. We detected CC genotype in 36,84%, CT genotype in 50.00% and TT genotype in 13.16% 
of controls while they occurred in 50.00%; 43.42% and 6.58% of the patients, respectively. On analysis of rs1649942 allele 
C occurred in 30.26% of patients and in 22.00% of controls. CC, CT and TT genotypes occurred with 6.58%, 30.26% and 
63.16% frequency among controls, while they were detected with 14.47%; 31.58% and 53.95% frequency among patients, 
respectively. Statistical analysis of the data did not show significant differences in both SNPs.
Conclusion: The miR-193b has effect on the expression of several genes. The rs1649942 polymorphisms has effect on the 
development of platinum resistance, as this is the main regulator of genes that are involved in the development of drug 
resistance. To find out the exact role and suitability of this SNP for use as biomarker in the ovarian cancer prior to 
chemotherapy more detailed studies are needed.
Keywords: miRNA, miR-193b; SNP, genexpression, ovarian cancer
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Németország) mértünk be a PCR-elegyhez 10 µl végtérfo-
gatba. A LightSnip primereket a TibMolbiol (Berlin, 
Németország) tervezte meg és gyártotta le a miR-196a-5p-n 
található rs30236 és rs1649942 SNP-re. A PCR során a 10 
perces denaturációt követően 36 ciklusban történt a termé-
kek megsokszorozása 60 Co-os annealinggel. Az amp li-
fikációt olvadási görbe analízis követte. Az rs30236 esetében 
a T-allél 54 Co-os, a C allél 65 Co-os; az rs1649942 esetében 
a C-allél 54 Co-os, a T-allél 62 Co-os Tm-mel mutatkozott a 
meghatározások során.
Bioinformatikai analízis (hálózatkutatás)
A has-miR-193b-3p mikroRNS célgénjeinek meghatáro-
zásához a TargetScan (www.targetscan.org), MirBase 
(www.microrna.sanger.ac.uk) és a microRNA-Data-
Integration-Portal (http://ophid.utoronto.ca/mirDIP) 
predikciós adatbázisokat és az ezek által felkínált algorit-
musokat használtuk fel. A pontos target felismeréséhez 
használt softwarek a miRNS „mag (seed)” szekvencia és a 
mRNS-szekvenciájának komplementaritása mellett a 
magszekvencia környezetét és evolúciós konzerváltságát is 
figyelembe veszik.
1. táblázat. A miR-193b rs30236 allél és genotípus 




Kontroll (n=76) 95 (62,50% 57 (37,50%)*
Beteg (n=76) 109 (71,71%) 43 (28,29%)
*khí2 próba p=0,0874










CC CC 8 (10,5%) 0 (0,0%)
CC CT 11 (14,5%) 10 (13,2%)
CC TT 21 (27,6%) 20 (26,3%)
CT TT 14 (18,4%) 24 (31,6%)
TT TT 4 (5,3%) 5 (6,6%)
CT CT 13 (17,1%) 8 (10,5%)
CT CC 4 (5,3%) 5 (6,6%)
TT CT 1 (1,3%) 4 (5,2%)







CCND1 x x x x
ESR1 x x
PLAU x x x x
PRAP1 x x


















PDXDC1   x x
2. táblázat. A miR-193b rs1649942 allél és genotípus 




Kontroll (n=76) 33 (22,00%) 117 (78,00%)*




rs30236 CC CT TT
Kontroll 
(n=76) 28 (36,84%) 38 (50,00%) 10 (13,16%)*




rs1649942 CC CT TT
Kontroll 
(n=76) 5 (6,58%) 23 (30,26%) 47 (63,16%)*




A kategorikus változók gyakoriságának összehasonlítására 
χ2-négyzet tesztet használtunk (allél és a genotípus gyakori-
ságok) (www.socstatistics.com/tests/chisquare2). A Hardy–
Weinberg-törvénynek való megfelelés kiszámítására szaba-
don hozzáférhető programot alkalmaztunk.
Eredmények
Munkánk során módszert vezettünk be a miRNS-193b két 
egynukleotidos polimorfizmusának meghatározására. Az 
alkalmazott PCR-körülmények alkalmasak voltak az egyes 
allélok olvadási pont szerinti megbízható elkülönítésére. 
Vizsgálataink során két miRNS SNP előfordulási gyakorisá-
gát határoztuk meg 76 egészséges és 76 petefészekrákos be-
teg mintáiban. A két csoport átlagos életkorában nem volt 
lényeges eltérés. Az 1. táblázat mutatja az rs30236 allél- és 
genotípus előfordulási gyakoriságát. A betegek csoportjában 
a T-allél 28,29%-ban, a kontrollcsoportban 37,50%-ban for-
dult elő (p=0,0874). A genotípusok a kontrollcsoportban a 
CC 36,84%, a CT 50,0%, a TT 13,16%-ban fordultak elő, 
míg betegeknél 50,00%; 43,42% és 6,58%-ban (p=0,1708). 
Az rs1649942 esetében a betegek csoportjában a C-allél 
30,26%-ban, a kontrollcsoportban 22,00%-ban fordult elő 
(p=0,1825). A genotípusok a kontrollcsoportban a CC 
6,58%, a CT 30,26%, a TT 63,16%-ban fordultak elő, míg a 
betegeknél 14,47%; 31,58% és 53,95%-ban (p=0,2439) (2. 
táblázat). Érdekes módon CC-genotípus több mint kétszer 
gyakrabban fordult elő az ováriumtumoros betegek mintái-
ban. A 3. táblázat a haplotípusok előfordulási gyakoriságát 
mutatja, a CT TT gyakrabban fordul elő a kontrollcsoport-
ban (31,6% vs. 18,4%), de a többinél nem mutatkozik na-
gyobb eltérés. A betegeknél 5 platinarezisztens esetet talál-
tunk, náluk 3 fő CT TT, egy fő CT CT- és egy CT CC-
fenotípusúnak bizonyult.
Az esetszám növelésével várható, hogy a statisztikai kiér-
tékelésnél lényeges különbségek mutatkoznak.
A hálózatkutatás eredményének az összefoglalását, a leg-
fontosabbnak tűnő géneket a 4. táblázat és az 1. ábra mutat-
ja, amelyeket a miR-193b szabályozza, valamint azokat az 
igazolási módszereket, amelyekkel ezt megerősítették. A 
cyclinD1 (CCND1), az ösztrogén receptor (ESR1), a 
plazminogén aktivátor (PLAU), a prolin rich acidic protein 
(PRAP1) és a myeloid cell leukemia sequence (MCL1) gé-
nekre kifejtett hatását igazolták a legtöbb módszerrel.
Az 1. ábra a miR-193b legfontosabb génkapcsolatait áb-
rázolja hálózat formájában.
Megbeszélés
A tumoros megbetegedések számának a növekedése új di-
agnosztikai, terápiás és monitorizálási lehetőségek fejleszté-
sére készteti a klinikusokat és a kutatókat. A mikroRNS-
molekulák az utóbbi néhány évben kerültek a figyelem köz-
pontjába. Ezek a humán genom kb. 1-2%-át teszik ki és fon-
tos szerepük van a sejtproliferációban, a sejtciklus szabályo-
zásában, a differenciációban, az apoptózisban és még szá-
mos élettani folyamatban [9]. A tumorok kialakulásában 
tumorszuppresszorként és onkogénként is viselkedhetnek, 
1. ábra. Hsa-miR-193b-3p főbb célgénjeinek hálózati sémája (forrás: miRTarbase)
A hsa-miR-193b-3p mikroRNS és a főbb célgének közötti kölcsönhatások hálózati sémája kiegészítve a célgénekre ható egyéb mikroRNS-
ek kapcsolatrendszerével. A vastagabb vonalak kísérletesen igazolt kölcsönhatásokat, a halványabb vonalak szekvencia alapján predikált 
kapcsolatokat jelölnek. A hálózat a miRTarbase adatbázis felhasználásával készült.
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például a miR-17-92 felülexpresszált B-sejtes lymphomában, 
tüdőrákban, a miR-21 vastagbélrákban [10, 11, 12]. A let-7 
család tagjai viszont alulexpresszáltak több tumorban és a 
célmolekulájuk a RAS [13].
A petefészekrák a női reproduktív rendszer második leg-
gyakoribb tumora, az 5. helyen szerepel a tumorok által 
okozott halálozási statisztikákban. Az esetek 70%-a késői 
stádiumban kerül felderítésre. A túlélési statisztikák is évek 
óta stagnálnak a korszerű kezelések ellenére [14]. 
Amennyiben sikerül korán diagnosztizálni, akkor az 5 éves 
túlélés elérheti a 90%-ot. Ellenben azok a betegek, akik III., 
vagy IV. stádiumban vannak, a legmodernebb kezelések, a 
műtét és az azt követő kemoterápia ellenére is kevesebb, 
mint 50%-os túlélési arányt érnek el [6]. A korai kimutatást 
célozzák meg a különböző biomarkerek bevezetése a diag-
nosztikába. Ezek között szerepelnek alkalmas molekulaként 
a mikroRNS-ek. A génexpressziók meghatározása mellett a 
génpolimorfizmusok (SNP-k) meghatározása is bíztató 
eredményekkel szolgál. Az utóbbiak közül a miR-193b poli-
morfizmusairól jelent meg néhány tanulmány és összefüg-
gést találtak a platinakezelés hatékonyságával [2, 7].
Ezért döntöttük el, hogy meghatározzuk magyar egész-
séges és petefészekrákos betegek populációjában a miR-
193b két polimorfizmusát. Ennek érdekében valós idejű 
PCR-módszert állítottunk be, és olvadási görbeanalízissel 
meghatároztuk a két vizsgálandó SNP előfordulási gyakori-
ságát. Az alkalmazott technikával, biztonsággal állapítottuk 
meg a mintákból izolált DNS-ben jelen lévő allélokat. 
Statisztikai analízissel hasonlítottuk össze az allél és genotí-
pus gyakoriságokat.
A miR-193b gén rs30236 SNP polimorfizmusát még nem 
vizsgálták petefészekrákos betegekben. Szinte alig található 
irodalmi adat ezzel az SNP-vel kapcsolatban. Egyedül a 
Reference SNP Cluster Reportban (https://www.ncbi.nlm.
hih.gov/projects/SNP) van információ az allélok előfordulá-
si gyakoriságáról, amely szerint az európai populációban a 
T-allél 43%. a C-allél 56,76%-ban fordul elő 1008 személyt 
vizsgálva. Ez a mi adatainktól kissé eltér, de nem tudni me-
lyik országból származnak a minták és nem a „kaukázusi”, 
hanem az „európai” megnevezést használják [16]. A T-allél 
afrikai-amerikai populációban fordul elő legalacsonyabb 
számban (30%) (www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP_ref). A sta-
tisztikai analízis a saját eredményeink összehasonlítása so-
rán nem mutatott szignifikáns összefüggést a két csoport 
között (p=0,0874). Nagyobb esetszám szükséges az össze-
függés pontosabb megállapítására.
A miR-193b rs1649942 esetében Huang és munkatársai 
által közölt adatok a genotípusoknál TT 64,19% TC 30,24% 
és CC 5,57% mutatkoznak, közel megegyeznek az általunk 
találtakkal, TT 63,16%, TC 30,26% és a CC 6,58%, annak 
ellenére, hogy ők Ausztráliában gyűjtött 377 beteg mintáit 
elemezték ki [9]. A C-allél legalacsonyabb előfordulása af-
rikai és ázsiai populációkban figyelhető meg (16-17%) 
(www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP_ref). A statisztikai analízis a 
saját adataink elemzése során nem mutatott lényeges elté-
rést a vizsgált két csoport között (p=0,2439). Ezt az SNP-t 
ellenben többet vizsgálták és lényeges szerepet tulajdoníta-
nak neki a platinarezisztencia kialakulásában. Ziliak és 
munkatársai LCL és NCI-60 sejtvonalakon tanulmányozták 
és 18 gén expressziójával találtak lényeges összefüggést 
carboplatin kezelés során, ezek között szerepelt az ALDH2, 
a KYNU, a CRIM1 és az IFIT2 [7]. A miR-193b felül-
expressziója specifikus volt a platinakezelésekre, csökkent 
CRIM1-szintekkel és megnövekedett carboplatin- és 
ciszplatin-rezisztenciával járt együtt limfoblaszt sejtvona-
lon [7]. Huang és munkatársai hasonló megfigyeléseket kö-
zölt in vitro elvégzett kísérletei során [17], valamint 
Gumazon és munkatársai összehasonlító genom vizsgálata-
ik során számos gén expressziójának a főszabályozójának 
találták [18]. A Hardy–Weinberg-törvény érvényesnek mu-
tatkozott a két vizsgált SNP-analízise során.
A bioinformatikai analízis során kapott eredmények azt 
mutatják (4. táblázat és 1. ábra), hogy a miR-193b szabályo-
zása alatt álló gének közül az egyik legfontosabb a CCND1, 
amely a CDK (ciklin-dependens kináz) működését szabá-
lyozza, mutációi, túltermelése a tumor kialakulásához vezet. 
Dai és munkatársai kimutatták, hogy a cisplatin gátolhatja a 
CCND1 expresszióját humán eptheliális sejteken [19]. Az 
ösztrogén receptorok (ESR1) a petefészek epithelium növe-
kedését és differenciálódását szabályozzák, egyes kutatók a 
petefészekrák prognosztikus faktoraként biomarkerként is 
számításba veszik [20]. Havrilesky és munkatársai markere-
ket kutatva az alkalmas proteineket vizsgálva három csopor-
tot különített el, a sejtosztodás hormonális szabályozói, az 
extracelluláris mucinok, és a proteolitikus, koagulációs, 
fibrinolitikus utakat szabályozók, az utóbbiak közé tartozik 
a PLAU [21]. A PRAP1-et a rákos sejtek növekedésével hoz-
ták összefüggésbe, egy legutóbbi tanulmány a p53 aktiváci-
ójában betöltött szerepét vizsgálva a rákos sejtek túlélésének 
fontos szabályozójaként határozták meg [22]. Az MCL1 a 
BCL-2 antiapoptotikus hatású fehérjék közé tartozik, a gén 
a szabályozására mikroRNS-molekulák erősen hatnak, a ke-
moterápia során kifejlődő rezisztencia kialakulásában lé-
nyeges szerepe van [23]. A többi gén, amelyre a miR-193b 
hatással van szintén számos élettani folyamat meghatározó 
eleme.
A vizsgált két miR-193b SNP közül az irodalmi adatok 
alapján is az rs1649942 jelzi előre a platina-érzékenységet. 
Ez a polimorfizmus a gén fokozott expresszióját idézi elő. A 
miR-193b számos olyan génre van hatással, amelyek a plati-
na-rezisztencia kialakulását idézik elő. További miRNS 
SNP-meghatározások eredményei lehetővé tennék olyan pa-
nelek kialakítását, amelyeket meghatározva a petefészekrá-
kos betegek részére már a kezelések megkezdése előtt, fel-
hívnák a figyelmet, hogy milyen kemoterápia vezetne siker-
re az adott beteg esetében. Tanulmányunkat nagyobb beteg-
anyagon végzett vizsgálatokkal és több SNP-t bevonva foly-
tatjuk a jövőben.
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